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論 文 内 容 要 旨
一般 に炎症 は起 炎刺 激によ り,血 管透過性充進,白 血球の浸潤,マ ク ロファー ジ,リ ンパ球の
浸潤,修 復過程と して 肉芽組織の形 成とい う一連の過程を経 る。修復過程 での肉芽組織の増殖 が
過度であ れば,関 節 リウマチのパヌスにおいてみ られるよ うに,正 常 な機能の障 害を生ずるこ と
が多い。従って,こ の 肉芽組織 の過増殖 の原 因を解明する ことは,上 記の関節 リウマチの よ うな
'疾患 に対 する治療薬 の開発 に有用 であろ うと考え られ る
。そ こで,プ ロテアーゼイ ンヒビターで
あるEACAhexylester(ε一amino-capmicacid-n-hexylesterρ一 oluenes田fonate)
を用いて 肉芽組織の形成が抑制 され るか否 かにつ いて カラゲニ ン肉芽組 織を病態 モデル と して検
討 した 。EACAhexylester(300mg/kg)をカラゲ ニ ン投 与開始か ら同時に,12時間毎 に4日
間pouch内に連続投与 して,4日 の 日に肉芽組織を 摘出 してその湿重量を測定 して作用を検討 し
たところ肉芽組織 の形成 を50%抑制 した。EACAhexylesterはEACAhexylesterとρ一
トル エ ンスル ホ ン酸の塩であ るので,ρ 一 トル エ ンスル ホ ン酸ナ トリウム塩 に肉芽組織抑制作用
があ るか否か 同時に検討 したが,生 理食塩水を投 与した群 と同 じで あ り抑制作用は なか った。又
EACA(300mg/kg)も肉芽組織形成 に対 して抑制 しなか った 。従 って,EACAhexylesterの
肉芽組 織形成に対す る抑制作 用はエステル結合 の切断 によって生 じるEACAに よる作用ではな く
EACAhexylesterの特異的 な性質によ って発現 される もの と考え られ る。EACA連 続投与に
より肉芽組織形成は抑制 された が,投 与の時 期及び回数 によって ど うなるか検討 した 。その結果
カ ラゲ ニ ンの投与 の日に2回 投与す るだけ で4日 間連続投与 したと同 じ抑制効果 が認め られ カ ラ
ゲニ ンと同時1回 投与で もほぼ同じ抑制 作用 が認 め られた 。EACAhexylesterをカラゲ ニン
と同時1回 投与で有効 に肉芽組織形成を抑制 したので,EACAhexylesterのdosepesponse
を検討 した。その結果EACAhexylesterは50,100,300mg/kgの用量で用量依存的な作用効果が認め
られた。次に,EACAhexylester(300mg/kg)で肉芽組織形成抑制が発現するが,この時肉芽組織蛋 白 も
抑制 されるか否かについて,コラーゲンと非コラーゲン蛋白に分けて検討したところ,コラーゲンは約30%,一方
非コラーゲン蛋白は約30%と顕著に抑制され,コ ラーゲン及び非コラーゲン蛋白の両蛋白とも合成が抑制 され
ることが判明 した。EACAhexylesterはカラゲニンと 同時1回 投与で効果が認め られ ることか ら,
EACAhexylesterの作用 はカ ラゲニ ン投 与後12時間以 内に発揮す ることを示す もの と考え ら
れる。この時期は炎症局所に白血球が浸潤する時期に桿当するので白血球浸潤に対するEACA
hexylesterの作用を検討 した 。カラゲ ニ ン投与後,2,4,7hrの時点 における白血球の浸潤を検,
討 した結果,EACAhexylester50mg/kgは影響 がなか った が300mg/kgでぽいずれの時点で
も 白血球の浸潤を抑制 した 。又,EACA300皿g/kgは抑制効果は なか った 。EACAhexy】
esterはトリプシン,プ ラス ミンを阻害す るプロテアーゼインヒ ビターであるので肉芽組織形成
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に どのようなプ ロテアーゼが関与す るかど うか について,各 種のプ ロテアーゼイ ンヒビターを用
いて検討 した。キ モスタチ ン(40mg/kg),ペプ スタチ ン(40mg/kg),SBTI(100mg/kg)は抑
制が なか った。ロイペプ チ ン(40mg/kg),0一フェナ ン トロ リン(30mg/kg>は両 者 と も肉 芽 組
織 形 成 を 阻 害 した 。0一 フェナン トロ リンはメ タロプロテアーゼのイ ンピビターであ り,その キ
レー ト作用 によ り阻害作用を発現す ると考 え られ るが,組 織 の増殖,細 胞分 裂時 には亜鉛 を必要 .
とす るメタロプ ロテアーゼ も含めて,亜 鉛 が重要な因子 となることは一般 的に知 られ てお り,又.
亜鉛を減少 させ た条件におけ る創傷治癒では回復が悪 く蛋白合 成能 も低下す る ことが 知 られてい
る。従って,0一フェナントロリンによる肉芽組織 形成抑制作用はそのキ レー ト作 用によ って主 に亜鉛
が欠乏す るた めに引 き起 こされ た可能性 が考 え られる。一 方,ロ イペプチ ン1まカテプ シンBに か
な り特異的なイ ンヒビターであ るが,そ れ 以外の セ リンプロテアーゼも阻害す る。 しかもカテプ
シ ンBは ライ ソゾーム酵素であ り,細 胞内での消化に関与 していると一般 に考え られ ているので,
ロイペプチ ンに よる肉芽組織形成の抑制 は,カ テプ シンBの 抑制の結 果というよ りもむしろセ リ
ンプロテアー ゼを阻害 した結 果による可能性が 考え られる。以上 よ り肉芽組織形成 にはメ タロプ
ロテアーゼとセ リンプ ロテア ーゼが重要 と考え られ る。従 って,次 にセ リンプ ロテアー ゼ ・イ ン
ヒビターであ るTPCK,TLCKを 用いてその抑制 作用があるか否 かについて検 討 した。その結
果TPCK(20,50mg/kg),TLCK(10,30mg/kg)はいず れも肉芽組織 の形成 を抑制 し,3,6hr
の 白血球浸潤 に対 してTPCK(50mg/kg),TLCK(30mg/kg)は強い抑制効果 を示 した。又,肉
芽組織形成抑制 も約68%とEACAhexylesterの阻害度50%よ りも強い抑制 作用のある ことが
わか った。 この 白血球の浸瀾 す る時期に作 用を発揮 す ると推察 され るので,白 血球 の中性 プ ロテ
アーゼ(コ ラーゲナーゼ,エ ラスターゼ,カ テプシ ンG)の 重要性 が推測 される。
肉芽組 織の退縮時にカテプ シンB活 性 が上 昇す る ことが報告 され てお り,肉 芽組織退縮時 に重
要 な役割を してい ることが示唆 され る。肉芽組 織にはマク ロファージ,白 血 球 が存 在 し これ ら
貧食細胞の重要性 が ます ます:重婁 と考え られるよ うにな ったので,肉 芽組織 に存在す るカテプシ
ンBが マクロファー ジあ るいは白血球由来で あるか を検討す るため に腹腔刺激 して得 られ るマク.
ロファー ジ,白 血球 を分離 して,そ れ らよ りカテプ シンBを 抽 出してそれ らの物理 的性質を調づ
蛋 白学的に同一か どうかについて検討 した。肉芽組 織よ り抽出し,硫 安分画 後CM一 セルロース ・
カ ラムで分 離す るとそのカテプ シンBは2種 類得 られ た(P-1とP-H)。 次 に,同 様 な操作 で
細胞のカ テプシ.ンBを分 離す ると,両 者はそれぞれ ほぼ シングル ピークとな り,そ の活牲 ピーク
の溶 出位置は 肉芽組織の カテプ シンBと 一致 した。す なわ ち,肉 芽組織のP-1は マクロフ ァー
ジの ものに,肉 芽組織のP-Hは 白血球の ピー クの溶出位 置に一致 した。 この事 は,肉 芽組織に
存在す る2種 のカテ プシ ンBは アイソザイムであ り,肉 芽組 織のP-1の カテプ シンBは マ クロ
ファー ジめカテプ シンBと 蛋 白化学的に同一 であ ることを示唆す るものであ る。又,P-Hの カ
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テプ シンBは 白血球のカテプ シンBと 同一 であ ることを示唆す る ものである。 しか しこの結果か
らだけではまだ不 充分 なの でさ らに検討 した。すなわち,細 胞由来 のカテプシ ンBをCM一 セ ル
ロース ・カラムで分離後SephadexG-75ゲルカ ラムによ り,マ クロファージ及 び白血球の カテ
プシ ンBの 分子 量:は24,000であ るこ とがわ か った 。又,肉 芽組 織のP-1とP-Hの カテプ シ
ンBの 分子量 は,SDS一 ディス ク電気 泳動 によ り24,000であ る ことが判明 し肉芽組織及び 細 胞
の カテプシ ンBの 分子量は同 じ とい うことがわ かった 。そ こで,次 に,等 電 点電気 泳動に よる分
離を試みた。分 子量 イ ンヒビターの阻害が 同一の物質 でも等電点電気泳動法 によれ ば,そ れ らの
物質のplが0.02の差があれば,異 なる2種 類 の物質 として分離可能 であ る。従 って,CM一 セ
ル ローヌカラムで得 られた結果が正 しい ものか ど うか確認す るために等電 点電 気泳動を行 った 。
カテプ シ ンBの 等電点は4.5～5.5と知 られてい るので分 離能を上 げる目的 でpH頷 域は4-6,5を
使用 した。泳動後,ゲ ルを スライス にしてカテプ シンBの 活性の局 在を検討 した。又,別 のゲル
は染色.して蛋白の等電 点を,ス タンダー ドの蛋 白のplに よ り求めた。 その結果P-1とP一 ∬
の カ テプ シンBの 活性 の存在場 所が異 な り,両 者は異 な る物質と言 え る。 さらに,CM一 セル ロ
ース ・カ ラムで得 られ た結果 と同 じよ うな結 果が得 られた。す なわ ち,肉 芽組織のP-1の カテ
プ シンBの 活性の場所 とマ クロファージの それは同一 であ った 。又,PrIの ものと白血球 の も
の は一致 した 。又,蛋 白をCoomassieBrilliantBlueで染色 し,その バ ン ドの泳動位置 によ り
pIを測定 しだ と ころ,P-1の カテプ シンBのplは5.09,P一 ∬ と白血球の カテプシンBのpI
はともに5.18であ つた。以上の結果よ り肉芽組織のカテプシンBは それ ぞれ マ クロフ ァージと白血球
に 由来す ると推測 され る。又,肉 芽組織退縮時 にはマク ロファージ由来 とされるカテプ シンBの
活性が上昇す ることか ら肉芽組織退縮 にはマ クロフ ァージが重要な役割を担 っていると推測される。
AronsonとRogersonは,CaEDTAが尿 中 オキシプ ロ リン量 を増加 させ,コ ラーゲ ン分解.・
を促進 させ ると報告 した。 そこで,CaEDTAが 肉芽組織 の退縮を促進 させ るか否か カラゲニ ン
肉芽組織をモ デル としてCaEDTAの 作 用を検討 した 。カラゲニ ン投与後10日か.ら13日の4日 間
12時間毎 にCaEDTA(300mg/kg)を肉芽腫嚢 内に投与 して既存の 肉芽組織の退縮が促進 され るか
と うか検討 した。その結果 肉芽組織の湿重 量 は有意 に減少 した 。そ こで 肉芽組織蛋 白を コラーゲ
ンと非 コラーゲ ン蛋 白 に分けて検討 した ところ,コ ラーゲ ン量は差 がなか った が非 コ ラ ー ゲ ン
蛋白は有意に減少 した。又,あ らか じめ肉芽組織の蛋 白を3H一プ ロリンで標識 してお き,CaE班A
投 与に よりその放射能が減少す るか どうか,CaEDTAを 投与す る以前のcontrol(10-Day-
control)とCaEDTA投与後のcontrol(14-Day-control)と比較す ることによ って検討 した。
3H一プロリンで標織 された コ'ラー ゲ ソの放射能 は14-Day-controlとCaEDTA投与群で差が
なか った。一方,3H一 プロリンで標識 された非 コラーゲ ン蛋 白は10日か ら14日にかけて,対 照群 .
ロ
で はそめ63%が分解す るが,CaEDTA投 与群 では72%が分解 し,対 照群 に比 較して,CaE班A
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は非 コラーゲ ン蛋 白の分 解を有意 に促進する ことが認め られた。CaEDTA(300mg/kg)を上言己
と同様 に4日 間連続投与後,翌 日に もう一度CaEDTA(300mg/kg)を投与 し,そ の4時 間後に
組織 を摘出,ミ ンス して,3H一プ ロリンとinvitroでインキ ュベー トし,そ の放射能の蛋 白への
と り込み によ り蛋 白合 成能を検討 したがCaEDTA投 与 と対照群 とで差はなか った 。従 ってCa-
EDTAは 蛋 白・合成能 に影響を与えず,肉 芽組織の非 コラーゲ ン蛋 白の分解促進 作用 を示すことが
わか った 。そこで,こ の非 コラーゲ ン蛋 白の分解 促進が どのよ うなメ カニ ズムで起 きるのか検討
す るため に中性プ ロテアーゼカテ プシンBな どの酵素活性を測定 したが明確な差はみ られなか っ
た。従 って非 コラーゲ ン蛋 白分解促進iの作 用 メ カ ニ ズム は不 明であ る。又,CaEDTA投 与に
より尿中のオ キシプ ロ リン量は増加 した。肉芽組織 の コラーゲ ン量 はCaEDTA投 与によ り減少
しないため尿 中のオキ シプ ロ リンは他の組織に 由来 す ると考え られ るが,肉 芽組織では非 コラー
ゲ ンを分解促進 し,他 の組織では コラーゲ ンの分解 促進をす るが,組 織によ ってそのよ うな作用
が どのよ うに して発 現 され るのか そのメカニ ズムについては現在 の ところ不明であ る。
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審 査 結 果 の 要 旨
本研究 において はプ ロテアーゼ阻害物質で あるEACAhexylester(ε一aminocaproicacid
n-hexylesterρ一tduenesu玉fonate)を用いて増殖性炎症組織 の増殖形成が抑制 され ること
を認め,そ の作用解析を行 っている。増殖性 炎症 の誘発に はカ ラゲニ ン空気嚢法を採用 してい る。
ラッ ト背部皮下 に空気 を注入 して空気嚢 を作成 し,こ の嚢中 にカ ラゲニ ンを注入す ることに よっ
て炎症を誘発 させ ると4日 後 には局所 に増殖性炎症組織(肉 芽組織)が 形成 され るがEACA
hexylesterはカラゲ ニ ン注入直後に1回 だけ炎症局所 に投与 したのみで十分 肉芽形成を抑制す
るが2日 以後4日 まで反復投与 して も肉芽形成 は抑制 され ないのでEACAhexylesterによ る
プ ロテアーゼ阻害 は炎症誘発後 ご く初期 に達成 され ることが必要 な条件 となることが判明した。ま
た この場合EACAhexylesterの構成素材で あるEACA自 体 に もプロテアー ゼ』阻害活性があ
るが,肉 芽形成抑制 に関 しては無効であ り,ま た ρ一toluenesulfonateにもその作 用はない こ
とが明 らかとな った。
EACAhexylesterはプ ロテアー ゼ阻害物質であ るので これ以外のプpテ アーゼ 阻害剤につい
て も検討を加 え,キ モ スタチン,ペ プ スタチ ン,Soybeantrypsininhibitor(SBTI)には肉
芽形成 抑制作用 はな く,ロ .イペプチ ンおよび フェナ ン トロ リンの2つ が有 効な ことを発見 した。
.上記の各所見 か ら考察す るとメタロプロテアー ゼおよびセ リンプ ロテア ーゼが肉芽形成と関連を
持 つプ ロテアーゼであ り,こ れを阻害す ると増殖 型炎症 が抑え られ るもの と考え られ たの で,セ
リンプ ロテァーゼ阻害 物質 として知 られている もosyl-lysinechloromethylketone(TLCK)
およびtosyl-phenylalaninedlloromethylketone(TPCK)について も検討 し,予 想通 り肉
芽形成 を著明に抑制す ることを明 らか に した 。
これ らのプ ロテ アーゼ阻害物 質はすべ て白血球遊走を阻害 し,炎 症 の急性期 において炎症局所
への 白血 球の 浸潤を 阻害す る事 もまた認め られ たので 肉芽形 成が最初の1回 の投 与だけで 抑制 さ
れ るこ とと兼 ねあわせて考 える とプ ロテア ーゼ阻害物 質が白血 球の 酵素を阻害す る ことに意味が
あることを考 察 している。
尚,炎 症組織 には白血球およ びマ クロファー ジに起因す るプ ロテ アー ゼであるカテプシ ンBが
存在 して いるの で肉芽組織 の本酵素につ いて分離定量を行 ない,主 としてマク ロファージに由来
す るもの であるこ とをつき とめた。なお この研究の過程においてカテプ シ ンBの 新定 量法を 開拓
した。
以上 の業績 によって薬学 博士 の学位 を授与す るに値す る研究論文であ ると判定 した。
'
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